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The Evolutionary Genetics of Life History in Drosophila Melanogaster
Abstract
Life history traits are critical components of fitness and frequently reflect adaptive responses to environmental
pressures. Natural populations of Drosophila melanogaster exhibit patterns of lifespan, fecundity,
development time, body size and stress resistance that vary predictably along environmental gradients.
Artificial selection studies, genetic correlation analyses, and quantitative trait mapping efforts have
demonstrated a genetic basis for the observed phenotypic variation, but few genes have been identified that
contribute to natural life history variation. This work employs a candidate gene approach to discover genes
and specific polymorphisms that contribute to genetic variance for D. melanogaster life history. Three aging
genes, which have been characterized to mediate longevity, reproduction and stress tolerance, have been
evaluated for natural genetic variation from samples derived from the wild. Allelic variation at one gene,
methuselah (mth), shows functional effects on lifespan, lifetime fecundity and resistance to oxidative stress. A
polymorphism in the mth promoter has been identified which may contribute to variation in these traits by
affecting levels of gene expression. Natural genetic variation at two genes in the insulin signaling pathway
reveals a history of positive selection at the Insulin-like Receptor (InR), but evidence of neutral evolution at
the InR substrate, chico. Furthermore, an indel polymorphism in the first exon of InR shows striking,
nonrandom distributions on two continents, a sign that it may contribute to the observed patterns of
phenotypic variation across these same habitats. Functional evaluation of alternate InR alleles demonstrates
predictable effects on phenotype and levels of insulin signaling, which implicates this polymorphism in the
adaptive evolution of wild D. melanogaster populations. These findings provide novel examples of how allelic
variation underlies adaptive changes in life history evolution, and contribute complementary characterization
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FIGURE  2.    Drosophila  populations  were 
booming during the recent August peach crop at 
Linvilla  Orchards  in  Media,  PA.  This  D. 
melanogaster  or D. simulans  pair participates  in 
the propagation. Recently laid eggs are visible on 
fruit persisting over the tail end of the strawberry 
crop,  planted  a  few  hundred  yards  from  the 




























































































































































































































































FIGURE  1.    A  sample  comparison  of  paired 
survivorship curves and paired mortality rates for 
two wild  lines.   Males  from lines BF54  and S97
show  differences  in  survivorship,  as BF54  over 
mth 6Δ  survived  the  same  as  BF54  over  mthR3,
while S97  over mth 6Δ  survived more poorly  than 
S97  over  mthR3  (A).    These  lines  also  exhibit 
differences  in  mortality  rate:  BF54  shows  the 
same  mortality  rate  when  paired  with  mth 6Δ  as 













D).    Females  are  above  (A  and B), males below  (C and D).   Positive  ratios  indicate greater  risk of 
death, so  the positive ratios  for BF51  females  (A and B) mean  that  this  line showed  lower expected 
lifespan over the mth mutants than over the mth wild­type allele.  The heterogeneity in the magnitude 
and direction of relative risk represents the functional diversity in lifespan among the wild mth lines. 


















FIGURE  3.    Average  lifetime  fecundity 
per  line  for  all  genotypic  combinations. 
Non­parallel  slopes  between  lines  in  the 
three  lab­derived  mth  backgrounds 
indicate  the  functional  variation  in 
lifetime  fecundity  among  the  wild  lines. 
The  general  increase  in  eggs  laid  across 
the  x­axis  represents  a  correlation  of 
increasing  fecundity  with  decreasing 




























test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3


























































test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3
Ratio DF F critical F Ratio DF F critical F
σ 2mthR3/+i/σ 2mth 6/+iΔ 7, 7 1.2511 (f)
0.1375 (m)








test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3
































test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3
Ratio DF F critical F Ratio DF F critical F
σ 2mthR3/+i/σ 2mth 6/+iΔ 7, 7 2.0146 3.787 σ 2mthR3/+i/σ 2mth1/+i 7, 7 1.4202 3.787
TABLE 3.  Statistical results for the oxidative stress resistance assay.
Nominal logistic model effect Wald tests
test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3


























































test using mth 6Δ  and mthR3 test using mth1 and mthR3
Ratio DF F critical F Ratio DF F critical F











































































































Mean St dev St err mean N
  mthR3 females 46.89 13.73 0.46 901
  mthR3 males 48.22 10.98 0.39 810
  mth1 females 50.25 14.52 0.53 751
  mth1 males 49.09 11.67 0.44 714
  mth 6Δ  females 43.32 12.80 0.42 928
  mth 6Δ  males 44.49 12.95 0.43 889
Lifetime eggs laid per female
Mean St dev St err mean N
  mthR3 290.5 67.6 13.8 24
  mth1 321.4 60.3 13.5 20
  mth 6Δ 336.5 48.6 9.9 24
Proportion of flies dead at hour 19 after exposure to paraquat
Mean St dev St err mean N
  mthR3 0.4844 0.3139 0.1110 8
  mth1 0.4344 0.2142 0.0757 8






















































































































































FIGURE  1. Cartoon  of  the mth  gene: 
boxes  indicate  exons;  open  boxes 
indicate  untranslated  regions;  unlabeled 
arrows  show  the  locations  of  the  five 
SNPs  that  comprise  the  previously 
identified  clinal  haplotype  (Schmidt  et 
al. 2000); the long horizontal line shows 
the region sequenced in this survey; the 
numbered,  short  horizontal  lines 
indicate  PE1  and  2  (Kim  et  al.  2006); 
labeled  arrows  indicate  the  locations of 
the  two  indel  polymorphisms  located 
just upstream (a) and downstream (b) of 
the  transcription  start  site  (A). 
Sequences  of  the  indel  polymorphisms 















































which  was  used  in  the  identification  of  PE1;  the  top  sequence  shows  the  polymorphisms  we 
discovered (bold, with arrows).   All polymorphisms  fall within or very near  the consensus sites  for 
transcription factor binding (grey shading).   The putative transcription factors are labeled below the 
binding sites. Line numbers are relative to the putative transcription factor start site.  The consensus 






























FIGURE 4.   Variable  site matrix  for PE1 (­496  to  ­383) and  the ATATC haplotype (531  to 1283). 
Nucleotide positions are relative to the putative transcription start site.  Dashes are identical symbols 
relative  to  the  common  haplotype.    Lines  FSP08­2  and Hin­37  show  heterozygosity: R  indicates  a 
sequence read of A or G; Y indicates a sequence read of C or T.
­496 ­468 ­467 ­428 ­421 ­383 531 1048 1182 1188 1243
common
haplotype no gap A G G A C A T A T C
BF­54 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
S­108 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
RR­35 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
Ral­517 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
RR­3 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
RR­7 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
SL5­135 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
T­50 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­
RR­40 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ C A ­
SL5­96 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ C A ­
BF­51 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ C A ­
RR­42 ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ ­ C A A
RR­17 ­ ­ ­ ­ ­ ­ G C C A A
RR­21 ­ ­ ­ ­ ­ ­ G C C A A
S­97 ­ ­ ­ ­ ­ ­ G C C A A
LPS­5 gap ­ ­ A T T G C ­ ­ ­
Ral­427 gap ­ ­ A T T G C ­ ­ ­
Ral­514 gap ­ ­ A T T G C ­ ­ ­
FSP08­2 gap R R A T Y G C ­ ­ ­
Hin­37 gap R R A T Y G C ­ ­ ­
DPF­18 gap G A A T ­ G C ­ ­ ­
Ral­100 gap G A A T ­ G C ­ ­ ­
DPF­44 gap G A A T ­ G C ­ ­ ­
Ral­705 gap G A A T ­ G C ­ ­ ­
Ral­379 gap G A A T ­ ? C ­ ­ ­
Ral­849 gap G A A T ­ ­ ­ C A ­
















abundance  for  two  alternate  PE1 
haplotypes,  in  young  adults  and 
larvae. The line T­28 carries the rare 
haplotype, which  includes mutations 
that  are  predicted  to disrupt putative 
transcription  factor  binding  sites.   





















































































































































































































































































































































































FIGURE  1.    Polymorphism  and  divergence  of  InR  amino  acid  sequences  containing  the  indel 
polymorphism.   The  same  six variants were  observed  in  both  the North American  and Australian 


















FIGURE  2.  Diagram  of  the  InR  gene 
showing  clinally  varying  polymorphisms. 
Grey  boxes  are  exons,  interior  grey  lines 
are introns.   The indel polymorphism and 
the 12 SNPs exhibiting clines in frequency 
in  the  sequence  data  are  indicated  by 
arrows.  Black  arrows  indicate  the  four 
polymorphisms  that  were  screened  at 
larger sample sizes. From left to right, the 
positions  of  the  13  polymorphisms, 
beginning  with  the  indel  and  with 
reference  to  GenBank  accession  no. 
GQ927244,  are:  430,  1277,  1466,  1468, 
1493,  1566,  1753,  3052,  3093,  3122,    3124,    4531,    4534.   Circles    indicate   which  SNPs  cluster 
together by linkage disequilibrium, and the horizontal lines show the average disequilibrium between 
clusters. Linkage disequilibrium was estimated by Fisher Exact Test; the numbers report the average 















FIGURE  3.    Allele  frequencies  across  latitude  for  the  four most  common  variants  of  the  InR  indel 
polymorphism.  The two most common variants, 248 and 254, show significant clines in frequency on 
both  continents  (see Table  1)  and  are  shown  in  black.   The  slopes of  the  regression  lines  also  show 
similarity  between  continents  (North  America:  slope  248=0.0260,  SE=0.0053,  slope  254=­0.0221, 




























FIGURE 4.   Allele frequencies across latitude for  three InR  SNPs which showed clinal trends in the 
sequence data.   Each SNP represents a cluster of SNPs exhibiting high linkage disequilibrium.  Only 
the Australian populations  showed  statistically  significant  changes  in allele  frequency across  latitude 
(see Table 1),  but  the  slopes  of  the  regression  lines  are  similar between  continents  (North America: 
slope  1468=­0.0082,  SE=0.0078,  slope  3052=­0.0129,  SE=0.0065;  slope  4531=­0.0028,  SE=0.0047; 










FIGURE 5.   Allele  frequencies across  latitude for  InR  indel alleles on either standard or In3RPayne 
inverted  chromosomes.    The  alleles  shown  here  exhibit  statistically  significant  or  near­significant 
changes across latitude (see Table 1).
FIGURE 6.   Linkage disequilibrium estimates 
between  the  InR  indel  polymorphism  and  the 
177  SNPs  observed  across  the  InR  locus. 
Disequilibrium was  estimated  by  Fisher  Exact 
Test; p­values below the horizontal line indicate 
associations  that  are  statistically  significant  at 
the  0.05  level,  after  correction  for  multiple 
tests. Most  of  the  SNPs  in  significant  linkage 
disequilibrium  reside with a few hundred bases 
of  the  indel  polymorphism,  and  decay  of 




































and  254  InR  alleles.    In  all  three  assays,  the 
alleles  show  contributions  to  phenotype  that 
are  consistent with  the  predicted  adaptive  life 
history response.  Flies carrying the 248 allele 
showed  better  tolerance  to  oxidative  stress, 
faster  recovery  from  chill  coma,  and  lower 
fecundity  relative  to  flies  carrying  the  254 













































































































































































































Source DF 2 p
allele 1 11.4927 0.0007***
line[allele] 6 11.5941 0.0717
Chill coma assay: ANOVA
Source DF MS F p
allele 1 2.477× 107 7.9284 0.0305*




Source DF MS F p
allele 1 1213650 23.0509 0.0030**




S NS S NS pa
InR 101 37 88 15 0.03
    standard 109 38 59 14 0.31
    In(3R)P 106 37 62 5 <0.01































































































































































































































































































































































































from  the Mount Sinai  (left)  and Bowdoinham  (right)  populations. Error bars  show 95% confidence 
intervals.
FIGURE 2.   Average  eggs  laid per  female 
over  lifetime (top) and  in  the first 12 hours 
after  mating  (bottom),  for  the  248, 
heterozygote  and  254  genotypes.    The 
lifetime  and  “quick”  fecundity  assays were 
both  performed  on  flies  derived  from  the 
Mount  Sinai  population  (left  panels);  the 
“quick”  fecundity  assay  was  replicated 
using  flies  derived  from  the  Bowdoinham 

























































population.   Error bars show 95% confidence  intervals  for  the average time to recovery from chill 














and  InR T1 all  show higher  abundance  in  the 248 genotype,  indicating  reduced  insulin  signaling, 
and intermediate abundance in the heterozygote relative to the 254 genotype (though 4E­BP is not 
statistically  significant).    Transcripts  InR  T2  and  InR  T3,  however,  depart  from  this  pattern  and 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































regime  maintaining  alternate  life 
histories in D. melanogaster.  Alleles 
that  confer  stress  resistance  are 
favored  at  high  latitudes,  where 
seasonal  stress  imposes  strong 
selection; alternate alleles that confer 
high  fecundity  and  faster 
development time are favored at  low 
latitudes.    Genetic  correlations 
within this suite of life history traits, 
determined  by  pleiotropic  loci, 
permit indirect evolution of lifespan, 
producing  long­lived  phenotypes  at 
high  latitudes  and  short­lived 
phenotypes at low latitudes.
polymorphic alleles (Paaby and Schmidt 2008) or individual polymorphisms (Carbone et al. 
2006) affect phenotype can elucidate both how life histories evolve in natural populations, 
and how genotypes translate into phenotypes.
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